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RESUM 
 
Saccharomyces cerevisiae és un dels microorganismes que més s’utilitzen en el món, degut al 
seu gran poder com a fermentador que no té gaires exigències en quant a nutrients. Per 
optimitzar la fermentació cal controlar tots els paràmetres que incideixen en el seu  
creixement; entre aquests, destaca el pH, la temperatura, l'oxigen dissolt, l'etanol i la 
concentració de  sucres. 
Aquest treball experimental té com objectiu principal veure quins  efectes  té l’aplicació de 
diferents concentracions inicials de glucosa , 150, 200 i 250 g/L  en la cinètica de creixement 
del llevat. S ’ha fet un estudi de tres repeticions per a cada concentració durant 43,5h, partint 
de la preparació del precultiu  i la  inoculació de 100µL d’aquest  en 600 mL de medi MGP i la 
incubació a l’estufa a 27ºC. 
Al llarg de les 43,5h de cinètica de creixement del llevat s’ha analitzat cada 1,5 h la població 
viable per dos mètodes, recompte en placa (ufc/mL) i recompte en càmera Neubauer (cèl/mL), 
les cèl·lules mortes, en gemmació i nombre de gemmes per càmera Neubauer (cèl/mL) , la 
producció d’etanol (%, v/v) per cromatografia de gasos, el consum de glucosa (g/L) per part 
del llevat a través de  cromatografia líquida d’alta resolució  i l’esgotament de l’oxigen dissolt  
mitjançant oxímetre (mg O₂/L).  
S’han obtingut valors bastant similars per a la majoria de variables estudiades entre les tres 
concentracions inicials de glucosa, 150, 200 i 250 g/L, tot i que en la concentració de 200 g/L 
de glucosa  s’ha vist com els paràmetres de cèl·lules vives, cèl·lules mortes i cèl·lules gemmant 
han estat superiors. La disminució de l’oxigen dissolt, en canvi, ha estat més ràpida en el medi 
amb  150 g/L de glucosa i més lenta amb  250 g/L glucosa.  La millor relació en quant a glucosa 
consumida  i  etanol produït és  l´obtinguda en el  medi amb 150g/L de glucosa, però en cap de 
les tres concentracions de glucosa estudiades s’aconsegueix obtenir la concentració d’etanol 
teòrica esperada. Per aconseguir-ho caldria allargar l’estudi. 
No s’han detectat diferències significatives entre les durades de la fase lag o d´adaptació, les 
velocitats específiques  de creixement i les poblacions finals de llevat obtingudes 
corresponents a les tres concentracions inicials de glucosa assajades. 
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RESUMEN 
 
Saccharomyces cerevisiae es uno de los microorganismos que más usos tiene en el mundo por 
su gran poder como fermentador,  ya que no necesita muchas exigencias en cuanto  a 
nutrientes. Para optimizar la fermentación cal tener un control de todos los parámetros que 
influyen en su crecimiento, entre estos,  destaca el pH, la temperatura, el oxígeno disuelto, el 
etanol y la concentración de azúcares.  
Este trabajo experimental tiene como objetivo principal ver qué efectos produce la aplicación 
de diferentes concentraciones iniciales de glucosa, 150, 200 i 250 g/L en la cinética de 
crecimiento de la levadura. Se ha hecho un estudio con tres repeticiones de cada una de las 
concentraciones durante 43,5h, partiendo de la preparación del precultivo i la inoculación de 
100 µL de éste en 600 mL del medio MGP i la incubación a la estufa a una temperatura de 
27ºC. 
A lo largo de las 43,5h de cinética de crecimiento de la levadura se ha analizado cada 1,5h la 
población viable por dos métodos, recuento en placa ( ufc/mL) i recuento en cámara  
Neubauer (cél/mL), las células muertas, células en gemación y número de gemmas por 
cámara Neubauer (cél/mL), la producción de etanol (%, v/v) por cromatografía de gases , el 
consumo de glucosa (g/L) por cromatografía de alta resolución i el agotamiento del oxígeno 
disuelto (mg O₂/ L). 
Se han obtenido valores bastante similares para la mayoría de variables estudiadas entre las 
concentraciones iniciales 150, 200 i 250 g/L, aunque en la concentración de 200 g/L se ha visto 
como los parámetros de las células vivas, muertas i en gemación han sido superiores. La 
disminución del oxígeno disuelto, en cambio, ha sido más rápida en la concentración de 150 
g/L i más lenta en la concentración de 250 g/L de glucosa. La mejor relación en cuanto a 
consumo de glucosa y etanol producido ha sido en la obtenida  en el medio con  150 g/L, pero, 
en ninguna de las tres concentraciones de glucosa estudiadas se ha logrado obtener la 
concentración de etanol esperada. Para poder conseguirlo habría que alargar el estudio.  
No se han detectado diferencias significativas entre los tiempos de adaptación o duraciones 
de la fase lag, les velocidades específicas de crecimiento y las poblaciones finales de levadura 
obtenidas correspondientes a las tres concentraciones iniciales de glucosa ensayadas. 
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ABSTRACT 
 
Saccharomyces cerevisiae is one of the most useful microorganism in all the world for its great 
power as a fermenter as it not requires many demands on nutrients. To obtain optimisms 
results during fermentation, you have to keep track of all the parameters involved in their 
growth, among these, emphasize pH, temperature, dissolved oxygen, ethanol and sugar 
concentration. 
This experimental work has a main objective to see what effects produce the application of 
different initial concentration of glucose, 150, 200 and 250 g/Lin the growth kinetics of yeast. 
A study has been done with three replicates of each initial concentration of glucose during 
43,5h, starting with the preparation of preculture and the inoculation with 100 µL of this in 
600 mL of medium MGP and incubation in the baker at a 27ºC. 
Throughout 43,5h of the growth kinetics of the yeast analysis has been done every 1,5h to get 
the viable population trough two methods, plate count (ufc/mL) and Neubauer counting 
chamber (cells/mL), death cells, budding cells and number of scars by Neubauer chamber 
(cells/mL) , ethanol production (%, v/v) by gas chromatography, glucose consumption (g/L) by 
high performance liquid chromatography and the depletion of dissolved oxygen ( mg O₂/mL).  
We have obtained very similar values for the majority of the variables with the different initial 
concentrations of glucose, 150, 200 and 250 g/L, although the concentration of 200 g/L it has 
seen as the parameters of viable cells, death cells and budding cells were higher. Dissolved 
oxygen decreased, however, was faster in the concentration of 150 g/L of glucose and was 
slower in the concentration of 250 g/L. The best relationship in glucose consumption and 
ethanol production was obtained in concentration of 150 g/L. But in none of three initial 
glucose concentrations studied was the expected. In order to achieve this we should extend 
the study. 
No significant differences were detected between latency times or durations of the lag phase, 
specific growth rates and final yeast populations for the three initial glucose concentrations 
tested. 
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1. INTRODUCCIÓ 
 
1.1. Saccharomyces cerevisiae  
 
Saccharomyces cerevisiae  és un llevat que forma colònies de color crema o blanc, d’aparença 
humida i brillant amb el voltant irregular. Microscòpicament s’observen  cèl·lules rodones o 
ovalades, amb una longitud de 8 a 10 µm i una amplada de 5 a 7 µm. Es reprodueix sexualment 
formant ascòspores, i assexualment mitjançant gemmació. L’hàbitat del llevat és el sòl,  
principalment en les capes més superiors de sòl d'horts i de camps agrícoles, entre d'altres. 
També es troba damunt  de matèria  orgànica sobretot d’origen vegetal i ric en carbohidrats,  
com per exemple superfícies de fruites i fruits madurs.  
 
En fermentacions espontànies, aquest microorganisme presenta  5  fases de creixement  ben 
definides quan és cultivat en medis líquids amb  glucosa com a  font de carboni: la fase lag, la 
fase logarítmica, el canvi diàuxic, la fase postdiàuxica  i  la fase estacionària. La fase lag és un 
període d’adaptació en el qual la cèl·lula es prepara per a dividir-se. Durant la fase logarítmica 
les cèl·lules aconsegueixen la màxima velocitat de duplicació i porten a cap un metabolisme 
fermentatiu del qual se’n produeix etanol. Al disminuir la concentració de glucosa, les cèl·lules 
travessen per el canvi diàuxic, període breu de temps en el qual no hi ha divisió cel·lular i la 
cèl·lula pateix un canvi de metabolisme; d’un fermentatiu a un respiratori. En la fase 
postdiàuxica les cèl·lules utilitzen com a font de carboni l’etanol produït durant la fase 
logarítmica. Quan s’han esgotat els nutrients presents en el medi i no hi ha divisió cel·lular; el 
microorganisme es troba en la fase estacionària.  En aquesta fase, les cèl·lules acumulen 
carbohidrats de reserva com la trehalosa i glicogen, aconsegueixen el màxim nivell de 
resistència a l´ estrès i la seva paret cel·lular es torna més gruixuda (Folch-Mallo et al, 2004). 
 
1.2. Principals factors de creixement 
 
S. cerevisiae es troba exposat a diferents tipus d’estrès a mesura que les condicions del medi 
varien; com per exemple, canvis bruscos en la temperatura, estrès oxidatiu, osmòtic, 
exposicions a altes concentracions de sals, de ions, presència de productes químics tòxics, etc. 
Aquestes situacions d'estrès es donen, tant en situacions naturals com durant processos  
industrials i provoquen danys cel·lulars podent causar-li la mort. Tant el dany  provocat per 
l’estrès com la resposta del llevat al mateix, depenen del tipus i del grau de l’estrès, i de la fase 
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de creixement en que es troba  el llevat en aquell precís moment. En general, les condicions 
adverses a les quals s’enfronta el microorganisme afecten principalment les estructures 
cel·lulars i a les diferents macromolècules, especialment lípids, proteïnes i àcids nucleics, les 
quals pateixen modificacions estructurals que danyen la seva funció. Amb l'objectiu de 
combatre totes aquestes adversitats, el microorganisme ha desenvolupat un ampli ventall de 
respostes als diferents tipus d’estrès. Les respostes difereixen en funció del tipus d´estrès. 
 
Quan el microorganisme s’enfronta a una situació d’estrès per una elevada concentració de sal 
es generen a la vegada dos tipus d’estrès, per una banda hi ha una condició d’estrès osmòtic 
que depèn de la quantitat de sal utilitzada i per l’altre hi ha una toxicitat provocada per els 
diferents ions. S’ha calculat que una concentració de sal de 50-150 mM correspon a una força 
iònica que es troba en molts organismes i que té efectes positius en l’estructura de les 
proteïnes degut a les forces electrostàtiques que es generen; però en altes concentracions 
salines (més de 300-500 mM) s’inhibeixen les reaccions metabòliques afectant el 
funcionament proteic ( Serrano, 1996) i creant un estrès en la cèl·lula.  Entre microorganismes 
hi ha diferències en quant a sensibilitat dels diversos ions.   
Tots els organismes tenen un rang de temperatura en el  que poden créixer. Per a les cèl·lules 
exposades a temperatures superiors a les òptimes de creixement  es produeixen danys  induïts 
per la calor que afecten diferents components cel·lulars. Per exemple,  les proteïnes poden 
agregar-se o bé desnaturalitzar-se, la membrana de la cèl·lula pateix  canvis de permeabilitat  
o fugida d’ions i el trencament de la cadena d’ADN. El rang de temperatura òptima per al 
creixement de S. cerevisiae és 25-30ºC. La incubació de S. cerevisiae prop de la temperatura 
màxima de creixement ( 40ºC)  condueix a la deficiència respiratòria, i per tant, a la caiguda de 
la viabilitat.  
La temperatura juga un gran paper també en el procés de fermentació. La fermentació en la 
vinificació de vins blancs i rosats es du a terme a temperatures de 15-20ºC, degut a   que les 
fermentacions a aquestes temperatures i inclús més baixes ( 12-15ºC) afavoreixen una 
producció i una retenció en quant als aromes (Torija et al, 2003). Cal vigilar, ja que treballar a 
aquestes temperatures es poden produir parades de fermentació o fermentacions molt lentes,  
i la dominància del llevat S.cerevisiae  enfront llevats no Saccharomyces es pot veure 
perjudicada, ja que aquests últims toleren millor l’etanol a baixes temperatures.   
L’estrès oxidatiu és causat per la formació d’espècies reactives de l’oxigen ( ROS, de l’anglès: 
Reactive Oxigen Species). La formació d’aquestes espècies es produeix durant el consum 
d’oxigen per organismes aeròbics; es generen com a resultat del metabolisme intracel·lular, 
fonamentalment en les mitocòndries. L’augment del nivell de les ROS, tant per l’increment de 
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la seva concentració com per una disminució de les defenses del microorganisme fa que les 
espècies ROS reaccionin amb les macromolècules de S. cerevisiae modificant la seva 
estructura i la seva funció, produint l’ envelliment de la cèl·lula i també la mort (Valdieso, 
2006). 
La presència d'oxigen és important durant el processat de diferents fermentats, com per 
exemple en l'elaboració de vi. Des del moment en que el raïm es trenca fins al final del procés 
d’elaboració del vi entra en acció l’oxigen, causant oxidacions i alteracions  microbianes. Tot i 
així,  la presència de baixes concentracions d’oxigen és beneficiosa en determinades fases 
com en la fermentació alcohòlica i en la criança de vins.  
L’oxigen és requerit pel  llevat per a millorar la formació de la biomassa i la síntesi d’esterols i 
d’àcids grassos de la membrana necessaris per a poder  proveir una adequada tolerància a 
l’etanol.  
Una de les etapes que reflexa  la necessitat de l’oxigen durant el procés d’elaboració de vins és 
al començament de la fermentació alcohòlica.   Per a evitar fermentacions lentes s’ha conclòs  
que els mosts requereixen una aportació d’oxigen de 5 a 10 mg O₂/L (Laurie & Peña-Neira, 
2012)  abans del final del creixement del llevat, quantitat que no influeix en el 
desenvolupament d’aromes oxidats en el vi. 
Un altre factor que es troba involucrat en el procés de fermentació és el pH, ja que actua com 
a control de la contaminació bacteriana i la formació d’alcohol. A mesura que el pH del medi 
disminueix, menor és el perill d’infecció, però al treballar a pH molt baixos passa el mateix que 
treballar a temperatures baixes, tal i com s’ha comentat anteriorment, es produeixen 
fermentacions molt lentes, ja que el llevat perd viabilitat.  
El pH més favorable per al creixement del S. cerevisiae es troba al voltant de 5, tot i que pot 
créixer en un rang de pH 3 fins a 7 (Pitt & Hocking, 2009). En begudes alcohòliques com la 
cervesa S. cerevisiae treballa a pH de 4,5 aproximadament (Rodriguez, 2008). I pel que fa a la 
industria vitivinícola, els vins es troben a un pH de 3,2-3,5 (Hills., 2005). 
La concentració de sucre és un altre punt important a tenir en compte durant el procés de la 
fermentació. El most del raïm conté un alt contingut en sucres fermentables per el llevat, 
principalment glucosa i fructosa, de  l´ordre de 170 a 280 g/L de glucosa (Mas et al, 2013). La 
glucosa i la fructosa són dues hexoses que es troben en quantitats molt similars en el most. S. 
cerevisae consumeix abans la glucosa que la fructosa; de manera que en les parades de 
fermentació acostuma a quedar fructosa sense fermentar. En les fermentacions lentes, la 
velocitat màxima de fermentació es redueix quan una gran quantitat de glucosa s’ha 
consumit. Durant la fermentació alcohòlica, els sucres són consumits principalment durant la 
fase estacionària. La concentració inicial de glucosa pot exercir un efecte negatiu sobre el 
   
11 
 
metabolisme cel·lular i elevades concentracions de sucre, fins i tot poden inhibir l'activitat 
metabòlica. Quan la concentració de sucre és alta, es dóna una sobreproducció de metabòlits 
com l’etanol i l’àcid acètic. Actualment, la tendència no passa per elaborar vins amb 
graduacions alcohòliques excessivament elevades, per això és determinant una concentració 
adequada de sucres inicials. A més, la presència d'àcid acètic té un efecte negatiu en la 
qualitat del vi al contribuir a l'alteració coneguda com a picat acètic (Aguilar et al, 2009).  
 
1.3. Aplicacions del Sacharomyces cerevisiae 
 
El llevat S. cerevisiae és un fong que ha estat molt estudiat donada la seva importància en les 
industries alimentàries, principalment vitivinícola i panadera, així com la seva capacitat de 
produir etanol i de fermentar sucres ràpidament; a més ens trobem davant d’un fong de fàcil 
manipulació i recuperació. No és un microorganisme  exigent en quant a necessitats nutritives 
i per tant, el seu creixement  no presenta un gran cost econòmic; a més, tolera altes 
concentracions d’etanol, 17% (Mesas & Alegre, 1999). Durant la fermentació produeix nivells 
baixos de subproductes i és un microorganisme osmotolerant, capaç d’utilitzar altes 
concentracions de sucre (al voltant del 20%) (Montañez et al, 2011).  
Existeixen altres aplicacions de S. cerevisiae com per exemple la producció de bioetanol, 
elaboració de sake i producció d’enzims. 
El sake és una beguda alcohòlica originaria de Japó, que es fermenta a partir de l’ arròs al 
vapor per l’acció de dos microorganismes: fongs filamentosos, principalment Aspergillus 
oryzae, juntament amb el llevat S cerevisiae. El primer pas  per la producció del sake és posar 
en remull l’arròs i vaporitzar-lo  durant 50-60 minuts i refredar després. Es separa una part de 
l’arròs fins obtenir una temperatura de 30ºC i s’utilitza per escampar les espores del fong a la 
superfície durant 40-45h i formar el koji, que subministra els enzims de tipus amilases 
necessaris per  hidrolitzar  el midó de l´ arròs en sucres fermentables com maltosa, glucosa. 
L’altra part de l’arròs vaporitzat s’utilitza per la preparació del moto on s’introdueix S. 
cerevisiae. Durant 4 dies es va addicionant  quantitats de koji al moto. Un cop el koji està 
completament barrejat la fermentació dura uns 15-18 dies on S. cerevisiae transforma la 
glucosa en alcohol, àcids orgànics i aminoàcids, components que intervenen en aspectes 
organolèptics com l’aroma i el sabor. La barreja es filtra  i es manté 10 dies a baixa 
temperatura, procés en el qual la concentració de glucosa van disminuint.  
A continuació es pasteuritza a 60ºC i s’emmagatzema durant 6-12 mesos en tines. Per 
finalitzar el procés s’envasa. Les soques de Saccharomyces que participen en l’elaboració del 
sake  són especialment resistents a l’etanol fins a un 30% (Bamforth, 2005), com per exemple 
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la soca S. cerevisiae kyokai (K7), soca aïllada l’any 1946 en una destil·leria de sake (Akao et al, 
2011). 
El bioetanol és un producte derivat de la fermentació alcohòlica,  realitzada per varis 
microorganismes, entre ells, S. cerevisiae.  La fermentació es realitza a  partir dels sucres que 
es troben presents en materials vegetals renovables ( com la canya de sucre, remolatxa, 
blat..). El procés d’obtenció de bioetanol, per exemple de la canya de sucre, comença amb la 
mòlta del vegetal que és sotmès a un tractament químic. Per tal de facilitar la precipitació 
d’impureses s’ha de produir la floculació i la coagulació que s’aconsegueix gràcies al procés de 
decantació un cop el tractament químic ha finalitzat . S’obté una pasta, la qual es filtra i el 
líquid obtingut  pot ser fermentat directament. En el procés de fermentació és on actua S. 
cerevisiae durant 8-12 hores donant lloc al most fermentat (amb una concentració del 7-10% 
d’alcohol). S. cerevisiae pot ser recuperat mitjançant la centrifugació i així poder reutilitzar-lo 
per pròximes fermentacions. Un cop el most  és fermentat  i destil·lat i se’n  recupera el 
bioetanol de forma hidratada (6% d’aigua en pes aproximadament). En aquest procés també 
s’obtenen altres fraccions líquides, donant lloc als alcohols de segona. El bioetanol hidratat es 
pot emmagatzemar com a producte final . 
Els enzims són proteïnes que actuen com a acceleradores de les reaccions químiques, de 
síntesi i de degradació de compostos. Una de les característiques més  importants és la seva 
elevada especificitat. Tenen moltes aplicacions, sobretot en la indústria alimentària.  
Les glucoamilases  són un dels enzims (d’origen fúngic) que es produeixen amb més quantitat 
per la industria biotecnològica, ja que s’utilitza en la degradació del midó i en l’alliberament de 
residus de glucosa en el medi; és capaç d’hidrolitzar els enllaços 1,4 i 1,6 del midó des dels 
extrems no reductors de les cadenes de glucosa. Aquest enzim és sintetitzat i secretat per S. 
cerevisiae de forma natural . L’activitat de l’enzim  glucoamilasa apareix específicament en les 
cèl·lules que estan en procés d’esporulació (Yamashita & Fukui, 1985) i de meiosis.  
En el processat del midó es distingeixen dues etapes molt importants, la liqüefacció i la 
sacarificació. En la liqüefacció  es transforma el midó parcialment insoluble en una solució 
soluble de dextrines gràcies a les α-amilases amb les següents condicions: a temperatures 
elevades, 90-105ºC, durant 3-4h, i pH de 6,5 aproximadament. En la següent etapa, 
sacarificació, s’obtenen sucres de baix pes molecular  a partir dels oligosacàrids o dextrines.  
En aquest pas és on s’utilitzen les glucoamilases  termosensibles ( o també les β-amilases), i 
com a conseqüència  les condicions es veuen modificades de la següent manera: temperatura 
de 55-60ºC durant 48-96h a un pH de 4,5. 
Un altre enzim que s’obté a partir de S. cerevisiae és la invertasa, enzim que s’utilitza molt en 
la industria del dolç. Les invertases poden ser β-fructofuranosides o α-glucosidases (Garcia et 
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al, 2004). Actua com a agent catalític en les reaccions d’hidròlisis de sacarosa. El pH òptim és 
de 4,5 i la màxima activitat enzimàtica es produeix a una temperatura de 50-60ºC (Zamora et 
al, 2011). El llevat creix en sacarosa, principalment, i sulfat o fosfat d’amoni. La sacarosa es va 
afegint gradualment durant l’etapa de fermentació amb l’objectiu  de reduir la repressió 
catabòlica (interrupció de l’expressió de gens que codifiquen la síntesis d’enzims induïbles). 
Per tal d’extreure l’enzim del  llevat , aquest  és sotmès a un tractament d’autòlisis en 
presència de cloroform o toluè, degut a que  la invertasa es troba associada a la paret cel·lular.  
 
 
2. OBJECTIUS 
 
L’objectiu general d’aquest projecte és avaluar en cultiu tancat la influència de les 
concentracions inicials de glucosa de 150,200 i 250 g/L en la cinètica de creixement de 
Saccharomyces cerevisiae.  
 
Els objectius específics són: 
 
- Conèixer les evolucions temporals de les cèl·lules vives, les cèl·lules mortes i del 
nombre de gemmes durant un període de 43,5 hores de la cinètica de creixement de S. 
cerevisiae. 
- Determinar l’efecte de la concentració de glucosa inicial en els paràmetres 
característics de la corba de creixement microbià: la durada de la fase d’adaptació 
(fase lag), la velocitat específica de creixement, i el nombre final de cèl·lules 
aconseguides en el temps controlat. 
 
 
3. MATERIAL I MÈTODES 
 
Es van realitzar, per triplicat, cinètiques de creixement de Saccharomyces en medi de glucosa i 
peptona (MGP), preparat amb 3 concentracions inicials de glucosa diferents (150, 200 i 250 
g/L). L´inòcul utilitzat per realitzar les cinètiques de creixement del llevat es va obtenir fent 
créixer Saccharomyces cerevisiae en el mateix medi MGP preparat amb la concentració de 
glucosa de la cinètica estudiada.  
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3.1. Microorganisme  i medi de creixement 
 
El treball es va  realitzar amb S. cerevisiae DV10 que es comercialitza en forma de Llevat Sec i 
Actiu. És una soca seleccionada per la “Station Oenotechnique de Champagne” a Epernay 
(França)  a partir de mosts de la zona. El llevat es caracteritza per la capacitat de fermentar 
sense problemes els mosts pobres en nitrogen (blancs i rosats), ser poc exigent pel que fa a les 
necessitats nutritives i presentar un  rendiment  sucre/alcohol de 1% d’etanol per cada 16,8g 
de sucre. Resisteix pH baixos ( fins 2,8-2,9) i presenta un rang de temperatura en quant a 
fermentació i creixement  de 8 a 32ºC i 5 a 44ºC, respectivament. La cinètica fermentativa de 
la soca  és ràpida, tot i arrencant amb temperatures al voltant de 15ºC .  
S. cerevisiae es va rehidratar amb caldo most i es va fer créixer en el mateix medi; un cop 
crescut es va purificar  en placa amb agar  Sabouraud. Durant el present estudi la soca es va 
mantenir a la nevera  en tub inclinat amb agar Sabouraud. Cada mes es rejovenia el cultiu en el 
mateix medi. 
El precultiu i la cinètica de creixement es van realitzar amb el medi de glucosa-peptona (MGP) 
de composició: 3 g/L d’extracte de llevat, 3 g/L de caseïna de peptona i 150, 200 o 250 g/L de 
glucosa en funció de l’assaig. El pH es va ajustar a 6 i es va esterilitzar a 121ºC durant 15 
minuts. 
 
3.2. Preparació del precultiu 
 
Per cada una de les concentracions de sucre inicials estudiades, 150, 200 i 250 g/L glucosa es 
van preparar  3 precultius. Es van utilitzar 3 pots de pirex de 250 mL de capacitat que es van 
omplir amb 100 mL de MGP (Figura 1). Es van tapar amb cotó i es van esterilitzar a 121ºC 
durant 15 min. En cada un dels  precultius s’hi va sembrar una colònia  de Saccharomyces, es va 
incubar a 27ºC durant un període de 72h amb agitació magnètica (300 rpm). Un cop 
transcorregut aquest temps es van dur a la nevera a 4ºC un mínim de 24h per minimitzar 
l’activitat del llevat i així iniciar tots els assajos amb la població en condicions similars. 
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Figura 1: Precultius ( 100mL MGP). Font: pròpia 
 
3.3. Cinètica de creixement 
 
Es van realitzar, per triplicat, les cinètiques de creixement de Saccharomyces cerevisiae  en 
MGP preparat amb les 3 concentracions de glucosa (150,200,250 g/L). Per a l’inici de cada una 
de les cinètiques realitzades es van inocular 100 µL de cada un dels precultius en 3 matràs 
pirex de 1000 mL de capacitat i que contenien 600 mL de MGP. Dintre de cada un dels 
flascons s'hi va introduir un imant per tal de poder agitar la suspensió de llevats a 300 rpm  
(Figura 2). 
Els matrassos es van incubar a 27ºC durant 43,5h. Cada 1,5h es va treure mostra i es va 
determinar el recompte de la població viable, el recompte de nombre de cèl·lules mortes i el 
nombre de gemmes; a més es van  congelar 3 mL de mostra per fer, posteriorment, la 
determinació de glucosa i etanol.  
 
Figura 2. Cinètica de creixement ( 600 mL MGP). Font: pròpia 
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3.4. Recompte de la població viable en placa  
 
El recompte de la població viable es va realitzar mitjançant el mètode de les dilucions i sembra 
en placa en agar Sabouraud. El banc de dilucions  es va realitzar en tubs amb 9 mL de solució 
Ringer, que es van esterilitzar prèviament a 121 ºC durant 15 min. Durant la sembra es va 
treballar en la cabina de flux laminar, per així treballar en condicions estèrils. 
El banc de dilucions es va realitzar amb 4-7 tubs ( segons el moment de la fase del creixement 
en que es trobava el llevat); en el primer tub es va introduir 1 mL de la mostra, es va agitar 
amb el vòrtex, i d’aquest mateix se’n va agafar 1 mL que es va introduir en el següent tub i així 
successivament fins arribar a l’últim; d’aquesta manera es van obtenir les dilucions per a poder 
realitzar la sembra en placa. Les plaques es van incubar a 27ºC durant 3 dies. 
Transcorregut els 3 dies d’incubació es va fer la lectura de les plaques (Figura 3) comptant el 
número de colònies crescudes. Sempre que va ser possible, es va fer la mitjana del resultat 
obtingut en dues plaques de dues dilucions consecutives. El valors acceptats per fer la mitjana 
van ser de 300 i 15, com a valors superiors i inferiors, respectivament. El resultat del recompte 
en placa es va multiplicar per el factor de dilució obtenint la població viable que es va 
expressar com a unitats formadores de colònies per mil·lilitre (ufc/mL) 
 
 
Figura 3. Colònies de Saccharomyces crescudes en agar Sabouraud. Font: pròpia. 
 
 
3.5. Recompte de cèl·lules vives, mortes i cèl·lules gemmades en  càmera 
Neubauer 
 
Per fer la tinció en la càmera Neubauer es va utilitzar blau de metilè i es va aprofitar el banc de 
dilucions efectuat al fer el recompte en placa, i generalment es va partir d’1 mL de la primera o 
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segona dilució (1/10 i 1/100, respectivament) i se li va afegir 1mL de blau de metilè (1/2). Per a 
realitzar la lectura de les cèl·lules vives, mortes i nombre de gemmes  amb la càmera 
Neubauer es va col·locar un cubre objectes sobre aquesta  i es va introduir per capil·laritat la 
mostra tenyida. Depenent de la quantitat de cèl·lules presents es van comptar un nombre 
diferent de quadres. Quan hi havia poca quantitat de cèl·lules, menys de 100 cèl·lules per el 
quadrat 4x4 aproximadament, es van comptar tots els quadres, 64 en total, que formen la 
càmera Neubauer. En canvi, si hi havia una gran quantitat de cèl·lules el recompte es va fer en 
diagonal, comptant 16 quadres (Figura 4). 
 
Figura 4. Càmera Neubauer. Font: www.pro-analise.com.br 
 
3.6. Determinació de l’0xigen 
 
La determinació de l’oxigen dissolt en el medi al llarg de les fases de creixement es va fer 
mitjançant un oxímetre ( OXI 45+; DO T, Crison) (Figura 5). L´oxímetre es va calibrar amb 
aigua destil·lada. Per fer la quantificació de la concentració d'oxigen dissolt es va introduir 
l’elèctrode dins del recipient on es feia la cinètica, aquest es removia amb suavitat i s'anotava 
la lectura un cop s'estabilitzava . 
 
Figura 5. OXI 45+; DO T, Crison (oxímetre). Font: Pròpia 
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3.7. Determinació de la concentració d’etanol  
 
L´etanol es va determinar per cromatografia de gasos utilitzant el cromatògraf GC Hewlett 
Packard 5890 Series II, equipat amb un detector ionitzador de flama. Columna HP-FFAP ( 25 
m x 0.23mm) amb nitrogen actuant com a gas portador. La temperatura d’injecció va ser de 
200ºC, la temperatura inicial del forn va ser de 65º C fins arribar a 250ºC de temperatura final; 
a una velocitat de 12 ºC/min i a una isoterma de 3 min. La velocitat de flux del gas portador va 
ser de 20mL/min i el volum de mostra injectada de 1µL. 
 
3.8. Determinació de la concentració de glucosa 
 
La concentració de la glucosa es va mesurar mitjançant cromatografia líquida d’alta resolució 
(HPLC; Bekman) equipada amb dues bombes Beckman 110 B, un detector Beckman 156 RI, i 
un injector Hewlett Packard Series 1100. Els resultats obtinguts es van analitzar utilitzant el 
software de Hewlett Packard ChemStation. 
La separació cromatogràfica es va aconseguir amb una columna d’NH₂ Phenomenex Luna (5 
µm, 250 mm x 4.6 mm). Per la fase mòbil es va utilitzar acetonitril: aigua (75:25, v/v) a una 
velocitat de flux de 1mL/min, i el volum de la mostra injectada va ser de 20 µL. Prèviament a la 
injecció de la mostra, es va filtrar a través d’un filtre de 0.45 µm de diàmetre de porus. La 
identificació de la glucosa es va fer mitjançant una comparació amb un estàndard 
cromatogràfic.  
 
3.9. Tractament estadístic 
 
Per a procedir a l’anàlisi de dades obtingudes durant l’estudi dut a terme, s’han realitzat 
gràfiques i taules amb resums numèrics per sintetitzar la informació aconseguida i facilitar  la 
comprensió dels resultats finals. També s’han utilitzat diversos mètodes d’inferència 
estadística: a) el mètode de mínims quadrats per a l’ajust de models de creixement, b) la t de 
Student per a la significació o contrast dels paràmetres estimats, c) l’anàlisi de la variància (i 
comparacions múltiples si es el cas) per poder concloure si hi ha o no diferències significatives 
per a les variables resposta  (la durada de la fase d’adaptació (fase lag), la velocitat específica 
de creixement i el nombre final de cèl·lules aconseguides ) controlades segons el factor assajat 
que és la concentració inicial de glucosa. 
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En primer lloc es va estudiar la relació entre les diferents concentracions de glucosa inicial 
(150, 200 i 250 g/L) i els valors obtinguts de la població viable (ufc/mL) durant la cinètica de 
creixement del llevat mitjançant el recompte en placa. Aquests valors  es van transformar en 
logaritmes (log ufc/mL). Aquestes dades transformades es van fer servir per realitzar els 
gràfics de les evolucions temporals i taules corresponents  per veure quina relació apareixia, 
tot això fent ús del full de càlcul Microsoft Excel 2007. Per a realitzar l’ajust de les corbes de 
creixement es va utilitzar el model de Baranyi i el programari estadístic R.   
Un altre punt a estudiar va ser  la relació entre les diferents concentracions inicials de glucosa 
(150, 200 i 250 g/L) amb els valors obtinguts del nombre de cèl·lules vives, mortes, en 
gemmació i nombre de gemmes (cèl/mL) al llarg de la cinètica de creixement realitzat amb el 
recompte de la càmera Neubauer. Aquestes dades també es van transformar amb la funció 
logaritme i es varen analitzar les evolucions temporals obtingudes amb el full de càlcul 
Microsoft Excel 2007. 
Amb l’objectiu de saber si influeix l’ús de diferents concentracions de glucosa inicial (g/L) en la 
durada de la fase lag, en la velocitat específica de creixement i en e la població final del llevat 
assolida al final de l’experiment, es va utilitzar el mètode estadístic de l’anàlisi de la variància 
d’un factor o ANOVA unifactorial (i en el cas de tenir resultats significatius s’utilitzaria el 
mètode de Tukey per a la separació de mitjanes). Aquest estudi estadístic es va realitzar amb 
el programari estadístic Minitab. El nivell de significació utilitzat es del 5%. 
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4. RESULTATS I DISCUSSIÓ 
 
4.1. Precultiu 
 
En la Taula 1 es poden observar les mitjanes de les cèl·lules vives, mortes, en gemmació i 
nombre de gemmes (cèl/mL) mitjançant el recompte amb la càmera Neubauer i el nombre de 
cèl·lules vives (ufc/mL) obtingudes a través del  recompte en placa i l’oxigen dissolt (mg O₂/L) 
de cada un dels precultius preparats en  les diferents concentracions de glucosa. Els errors 
estàndards no mostren gaire variabilitat entre els paràmetres estudiats de les tres repeticions 
de cada una de les concentracions inicials de glucosa emprades.  
El blau de metilè va permetre distingir les cèl·lules vives de les mortes. Les cèl·lules mortes es 
tenyeixen de color blau mentre que les cèl·lules vives no presenten cap coloració. 
Mitjançant el recompte en placa es varen obtenir valors molts  similars del nombre de cèl·lules 
vives en les tres concentracions de glucosa, essent la concentració amb el valor més alt 
obtingut en 150 g/L glucosa i en 200 g/L el nombre registrat més baix de cèl·lules vives, 
5,6E+07 i 1,30E+07 (ufc/mL) respectivament.  
En canvi, els recomptes obtinguts a través de càmera Neubauer s’hi poden veure més 
diferències en funció de les concentracions estudiades. Aquestes diferències s’atribueixen al 
propi mètode ja que s’analitza un volum molt petit de mostra (0,1 mL).  
En la Taula 1 es pot veure també com el nombre de cèl·lules mortes és  bastant aproximat al 
de les cèl·lules vives, això és degut a que cada un dels precultius es trobava en la fase 
estacionària (72 hores d’incubació i 24 hores més a la nevera). Però es pot veure alguna 
diferència entre les cèl·lules vives i les mortes en funció de la concentració de glucosa; en la 
primera concentració trobem el mateix nombre de cèl·lules vives que de mortes, en canvi en la 
segona, 200 g/L glucosa, hi ha un 35,5% menys de cèl·lules mortes que de les cèl·lules vives, i 
en la última concentració, la diferència és més petita, un 10,3% menys de cèl·lules mortes que 
vives.  
En general el nombre de cèl·lules en gemmació i el nombre de gemmes és pràcticament igual, 
ja que en el 90% dels recomptes per càmera Neubauer es va observar que  cada cèl·lula en 
gemmació contenia una única gemma. En la Taula 1 es pot veure com els resultats obtinguts 
són casi iguals. Com s’ha esmentat anteriorment, els precultius es trobaven en fase 
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estacionària, per tant, el nombre de cèl·lules en gemmació ha de ser més baix que el nombre 
de cèl·lules vives, i així és com es pot veure en la Taula 1.  
Es pot dir que no existeixen grans diferències en funció de la concentració de glucosa ja que en  
150 g/L de glucosa hi ha un 85% menys de cèl·lules en gemmació que de vives, percentatge 
més alt. En canvi en 200 g/L i 250 g/L aquest percentatge representa un 78,9 i un 79,20% 
menys de cèl·lules gemmant que cèl·lules vives respectivament.  
En la preparació del precultiu s’obtenen recomptes de cèl·lules viables similars en les 3 
concentracions de glucosa estudiades; en canvi, el precultiu amb la concentració de 200 g/L de 
glucosa s’obtenen  recompte inferiors de cèl·lules mortes i superiors  de cèl·lules gemmant, fet 
que podria  estar relacionat amb la  concentració de l’oxigen dissolt (mg O₂/L) al final dels 
precultius preparats. Aquesta concentració és superior  en el medi amb 20o g/L que en el medi 
amb 150 g/L de glucosa (Taula 1).  
 
 
 
Taula 1:Mitjanes de les  cèl·lules vives, mortes, gemmant i nº de gemmes obtingudes mitjançant 
càmera Neubauer (cèl/mL) , cèl·lules vives obtingudes mitjançant recompte en placa (ufc/mL) i 
oxigen dissolt ( mg O₂/L) de les tres rèpliques de cada concentració inicial de glucosa. 
PRECULTIU 
 150 g/L 
glucosa 
error 
estàndard 
200 g/L 
glucosa 
error 
estàndard 
250g/L 
glucosa 
error 
estàndard 
CÀMERA NEUBAUER 
Cèl·lules vives 
(cèl/ mL) 
1,08E+07 0,036 3,06E+08 0,157 8,90E+06 0,05 
Cèl·lules 
mortes (cèl/ 
mL) 
1,08E+07 0,062 1,97E+08 0,205 7,98E+06 0,086 
Cèl·lules 
gemmant 
(cèl/ mL) 
1,62E+06 0,024 6,47E+07 0,071 1,85E+06 0,087 
Nº de 
gemmes (cèl/ 
mL) 
1,62E+06 0,024 6,53E+07 0,065 1,87E+06 0,087 
RECOMPTE EN PLACA 
Cèl·lules vives 
(ufc/ mL) 
5,60E+07 0,029 1,30E+07 0,216 4,23E+07 0,144 
OXIGEN (mg 
O₂/L) 
0,33 0,103 1,47 0,312 nd nd 
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4.2. Concentració de 150 g/L glucosa  
 
La Figura 6 mostra la mitjana de l’evolució de la població viable (log ufc/mL)  i la concentració 
de l’oxigen dissolt (mg O₂/L) al llarg de la cinètica de les 3 rèpliques de 150 g/L de glucosa.   
Al començament  de l’estudi, la concentració d’oxigen dissolt va ser inferior (4,49 mg/L) degut 
a la preparació del medi de cultiu  i, posteriorment, aquesta concentració va  augmentar degut 
al disseny del propi experiment (sembra del llevat i mostreig cada 1,5 h). Es pot veure com la 
concentració d’oxigen dissolt arriba als seus punts màxims a les  3-4 h d’incubació del S. 
cerevisiae, i disminueix lleugerament, encara que es manté en valors elevats fins a les 10h, 
etapa en que la població viable es troba en la seva fase logarítmica, on les cèl·lules 
aconsegueixen la màxima velocitat de duplicació i consum dels nutrients del medi. Durant la 
fermentació, la població viable en els mosts incrementa des d’un recompte de 10⁴-10⁶ ufc/mL 
a 10⁸-10⁹ ufc/mL (Fleet, 1993). En el nostre estudi, la concentració ha passat de 104 a 107 
ufc/mL. 
 
 
Figura 6.Mitjana  de l’evolució de la concentració de l’oxigen dissolt (mg O₂/L), (línia taronja) i de la 
població viable (log ufc/mL), (línia verda)  de les 3 repeticions de 150 g/L glucosa. Les barres d’error 
corresponen als valors dels errors estàndards  (desviacions típiques de la mitjanes)  
 
A mesura que la fase logarítmica avança la concentració de l’oxigen va disminuint 
notablement, degut al consum per part del llevat, fins arribar a valors molt pròxims a zero, fet 
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que coincideix amb la fase estacionaria del llevat, en que la població ja no s’incrementa més, 
probablement, a causa de la falta d’algun nutrient essencial en el medi.  
Un treball realitzat per Salmon (2009) va reportar valors una mica més elevats als obtinguts en 
el nostre estudi  en quant a l’evolució de la concentració d’oxigen dissolt. En aquest treball, el 
valor màxim de l’oxigen dissolt va ser 8,5 mg O₂/L al començament de la fase estacionària i al 
llarg d’aquesta fase, la concentració va anar disminuint fins arribar a valors pròxims a zero.  
L’evolució de les cèl·lules vives, mortes, i vives en gemmació al llarg de la cinètica amb 150 g/L 
de glucosa es troba representada en la Figura 7.  
Es veu clarament com el desenvolupament del llevat al llarg de 43,5 h, les cèl·lules vives son 
les que es troben en major nombre fins  arribar a  la fase estacionària en que el nombre de les 
cèl·lules mortes s’ ha incrementat fins aconseguir recomptes bastant similars (>42 h). En la 
fase logarítmica, fase de màxim creixement del llevat, les cèl·lules mortes es troben en la 
menor proporció  en comparació amb les vives i les cèl·lules vives en gemmació.  
L’evolució de les cèl·lules en gemmació és similar a la de les cèl·lules vives, menys al 
començament d’aquest estudi, on el nombre de les cèl·lules gemmants no s’incrementa fins 
que el llevat entra en la fase logarítmica.  
 
 
Figura 7.Mitjana  de l’evolució de les cèl·lules vives (línia blava), mortes (línia groga) i gemmants 
(línia verda) (log cèl/mL) de les tres rèpliques de 150 g/L de glucosa. Les barres d’error corresponen 
als valors dels errors estàndards (desviacions típiques de les mitjanes).   
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En la Figura 8, es mostra l’evolució mitjana de la  glucosa i etanol durant la cinètica en MGP 
amb 150 g/L de glucosa. Com s’observa, la concentració de glucosa disminueix  en el temps. 
En la primera part ( 8-10 h de fermentació, aproximadament), no s’ha consumit gaire glucosa, 
probablement degut al baix nombre de població viable, ja que S. cerevisiae es troba en la fase 
lag. Un cop passat aquest tram, el nombre de població viable augmenta i paral·lelament es 
dóna una ràpida disminució de glucosa. S. cerevisiae  ha consumit  40 g/L de glucosa al llarg de 
l’evolució controlada.   
L’etanol es va començar a quantificar  a partir de les 12 h de l’estudi, moment en que el llevat 
es troba en el màxim desenvolupament, però els valors màxims d’etanol es registren a les 
últimes hores de l’estudi. A mesura que la concentració de glucosa disminueix la concentració 
d’etanol augmenta. Al final de les 43,5 h el llevat  ha produït 1,5% (v/v) d’etanol consumint un  
42,4 g/L de glucosa, i  d’acord amb la soca s’esperava que hagués format 2,4 % (v/v) d’etanol. 
Per el consum de 150 g/L de glucosa s’esperaria obtenir un 8,8% (v/v) d’etanol. Un altre estudi 
van reportar un valor de 4,5% d’etanol amb una concentració de glucosa inicial 150 g/L 
(Garzón, 2009), un valor que tampoc va ser l’esperat degut a la poca durada de l’estudi. A 
causa del poc sucre fermentat i el baix valor d’etanol fermentat caldria allargar l’estudi, ja que 
només s’ha estudiat l’inici de la fermentació; les fermentacions enològiques acostumen a 
durar  uns 10-15 dies. 
 
 
Figura 8. Mitjana de l’evolució de la concentració d’etanol (%, v/v),( línia blava)  i de la concentració 
de glucosa (g/L), (línia verda)  al llarg de les 43,5h de les tres repeticions de 150 g/L glucosa. Les 
barres d’errors corresponen als valors dels errors estàndards (desviacions típiques de les mitjanes).   
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4.3. Concentració de 200g/L glucosa 
 
En la Figura 9 es pot veure com la concentració de l’oxigen dissolt a l’inici és inferior a la 
concentració obtinguda en els 4 mostrejos  posteriors degut a que després d´autoclavar el 
medi, la concentració d’oxigen dissolt disminueix i a partir de la inoculació de Saccharomyces i 
els mostrejos posteriors, la concentració d'oxigen dissolt es recupera S’aconsegueixen els 
valors màxims d’oxigen dissolt a les 4-6 h de la cinètica, punt en que S. cerevisiae es troba en la 
fase lag. En el moment en que el llevat comença a multiplicar-se la concentració d’oxigen 
dissolt va disminuint de forma lineal fins a les 18-20 h d’experiment; a partir d’aquest punt el 
llevat entra en la fase estacionària i en la Figura 9 es pot veure que l’oxigen dissolt aconsegueix 
valors propers a zero fins al final de la cinètica a les 43,5 h.  
 
 
Figura 9. Mitjana de l’evolució de la concentració de l’oxigen dissolt (mg O₂/L) (línia taronja) i la 
població viable (log ufc/mL) (línia verda) de les tres repeticions de 200 g/L de glucosa al llarg de la 
cinètica. Les barres d’error corresponen als valors dels errors estàndards ( desviacions típiques de 
les mitjanes).   
 
En la Figura 10 es pot observar que en l’inici de la cinètica del llevat el valor de l’ordre de 
magnitud logarítmica dels tres tipus de cèl·lules, vives, mortes i en gemmació és troben al 
voltant de 4,5 ja que S. cerevisiae es troba en la fase d’adaptació. A partir de les 6 hores 
d’estudi es pot veure com aquest valor va augmentant,  degut a que el llevat comença a entrar 
en fase exponencial. 
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Les cèl·lules vives juntament amb les cèl·lules en gemmació  segueixen la mateixa cinètica de 
creixement fins al final de l’estudi, on les cèl·lules en gemmació disminueixen el seu nombre a 
causa que el llevat es troba en fase estacionària. En la Figura 10 també es pot veure que el 
nombre de cèl·lules mortes al llarg de la cinètica de 43,5h és una mica irregular en la fase 
exponencial del llevat, de les 13,5-26h. A partir de les 26h aproximadament, S. cerevisiae 
entraria en fase estacionària i ja no es multiplica més, en aquest punt el nombre de cèl·lules 
mortes augmenta fins al final. 
 
 
Figura 10. Mitjana de l’evolució de les cèl·lules vives (línia blava), mortes (línia groga) i gemmant 
(línia verda) (log cèl/mL) de les tres repeticions de 200 g/L glucosa. Les barres d’error corresponen 
als valors dels errors estàndards (desviacions típiques de les mitjanes).  
 
En la Figura 11 es pot observar com la  concentració d’etanol  va augmentant  al llarg de la 
cinètica a mesura que el llevat consumeix  glucosa. Durant les primeres hores de l’estudi  el 
consum  de glucosa és mínima ja que el microorganisme es troba en fase d’adaptació. Un cop 
el llevat ja comença a multiplicar-se i augmentar el nombre de la població de cèl·lules vives  la 
concentració de la glucosa comença a disminuir sense parar fins arribar al final de l’estudi  a les 
43,5h. El percentatge de la concentració de l’etanol comença a augmentar  de forma lineal a 
partir de les 12 hores i fins a les 43,5h. Abans de les 12h no es quantifica etanol. 
Amb una concentració inicial de 200 g/L,  S. cerevisiae metabolitza 67,57 g/L de glucosa i  
produeix  un 1,1% (v/v)d’etanol. Segons les característiques de la soca utilitzada s’esperava 
obtenir un producció d’etanol del 4% (v/v) i per el consum dels 200 g/L de glucosa, al final de la 
fermentació alcohòlica,  el llevat hauria de produir 11,76% (v/v) d’etanol.  
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Figura 11. Mitjana de l’evolució de la concentració d’etanol (%, v/v), (línia blava) i de la 
concentració de glucosa (g/L), (línia verda) de les tres repeticions de 200 g/L. Les barres d’error 
corresponen als valors dels errors estàndards (desviacions típiques de les mitjanes).  
 
 
4.4.  Concentració de 250g/L glucosa 
 
De la mateixa manera que ha succeït amb les dues concentracions de glucosa anteriors, la 
concentració d’oxigen dissolt  és inferior al principi a causa de la preparació del medi de cultiu 
i, després, augmenta a causa del mateix experiment ( inoculació i mostrejos  cada 1,5h). En la 
Figura 12 es pot veure com l’oxigen dissolt comença a disminuir a partir de les 10 hores de 
fermentació fins les 20 hores, punt en el qual els valors són pròxims a zero.  
Durant les 10 hores en que es va produint aquesta baixada d’oxigen dissolt, el llevat es troba 
en fase exponencial i en quant aquesta acaba i comença la fase estacionària és quan assoleix 
aquests valors tan baixos. La població viable segueix una tendència creixent aproximadament 
lineal, tal i com es pot observar en la Figura 12, fins arribar a les 20hores. 
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Figura 12. Mitjana de l’evolució de la concentració d’oxigen dissolt (mg O₂/L), (línia taronja) i de la 
població viable (log ufc/mL), (línia verda) de les tres repeticions de 250 g/L de glucosa al llarg de la 
cinètica. Les barres d’error corresponen als valors dels errors estàndards (desviacions típiques de 
les mitjanes). 
 
En la Figura 13 s’observa com el nombre de cèl·lules vives i en gemmació evolucionen 
paral·lelament al llarg de la cinètica del llevat i augmenten fins arribar a les 24h 
aproximadament. A partir de les 24-26 hores de fermentació es pot veure com les cèl·lules 
vives i en gemmació encara són superiors a  les cèl·lules mortes, tot i que aquestes augmenten 
degut a que encara hi ha sucre en el medi. 
 
Figura 13. Mitjana de l’evolució de les cèl·lules vives (línia blava), mortes (línia groga) i gemmants 
(línia verda) (log cèl/mL) de les tres repeticions de 250 g/L glucosa. Les barres d’error corresponent 
als valors dels errors estàndards (desviacions típiques de les mitjanes).  
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En la Figura 14 es veu com la concentració de glucosa disminueix mínimament al 
començament de la fermentació, fins les 8 hores aproximadament, degut al baix nombre de 
població viable del llevat. A partir de les 8 hores, el llevat entra en fase exponencial i el consum  
de la glucosa augmenta. Al final de la cinètica, la concentració de la glucosa disminueix fins a 
178,63 g/L.  
A partir de les 12 h d’estudi es va començar a quantificar l’etanol fins a les 43,5h; des del 
moment zero fins a les 12h no es va detectar etanol. Els primers valors d’etanol obtinguts van 
ser al voltant del 0,05% (v/v). En la Figura 14 s’observa com a  mesura que la cinètica va 
avançant es van obtenint valors mes elevats fins obtenir  un  1,28 % (v/v) d’etanol final. A 
mesura que la concentració de glucosa disminueix en el temps, la concentració d’etanol 
augmenta.  
Amb una concentració inicial de glucosa de 250 g/L S. cerevisiae consumeix 71,37 g/L de 
glucosa produint un 1,3% d’etanol al final de la cinètica estudiada, d’acord amb la soca 
utilitzada en aquest estudi s’esperava que hagués format 4,19% (v/v) d’etanol. I allargant 
aquest estudi el llevat  hauria hagut de formar un 14,7 % (v/v) d'etanol a partir de fermentar els 
250 g/L de glucosa.  
 
 
Figura 14. Mitjana de l’evolució de la concentració d’etanol (%, v/v), (línia blava) i de la 
concentració de glucosa (g/L), (línia verda) de les tres repeticions de 250 g/L glucosa. Les barres 
d’error corresponen als valors dels errors estàndards (desviacions típiques de les mitjanes). 
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4.5. Comparació de les 3 concentracions de glucosa 
 
En la Figura 15 es pot observar que la població viable segueix una cinètica similar en les tres 
concentracions de glucosa estudiades. Les cinètiques amb concentracions de 150 i 250 g/L 
s’inicien amb poblacions viables similars, mentre que la de 200 g/L, la població inicial és  
lleugerament inferior, amb un valor de magnitud logarítmica de 3,25 enfront de 3,97 i 3,80 
corresponent a les concentracions 150 g/L i 250 g/L respectivament. Al final de l’estudi, els 
valors logarítmics obtinguts han estat de 7,44 per la concentració inicial de 150 g/L de glucosa,  
7,39 en 250 g/L de glucosa i sent la concentració de 200 g/L de glucosa una mica més superior 
amb valor  d’un  7,53. Tot i que les poblacions finals obtingudes  son similars en les tres 
concentracions de glucosa inicials, en el medi amb 200 g/L de glucosa hi ha hagut un major 
creixement de S. cerevisiae (població inicial menor).  
 
 
Figura 15. Mitjana de l’evolució de la població viable (log ufc/mL) de les tres repeticions de les 
diferents concentracions de glucosa; 150 (línia taronja), 200 (línia blava) i 250 ( línia verda) g/L. Les 
barres d’error corresponen als valors dels errors estàndards (desviacions típiques de les mitjanes).   
 
Segons la Figura 16  es pot observar com l’evolució de l’oxigen dissolt en les tres 
concentracions de glucosa també és similar, però cal destacar que a més concentració de 
glucosa la disminució de l’oxigen dissolt que es constata és més lenta , sobretot si es compara 
amb  la disminució que es dóna quan hi ha 150 g/L de glucosa. El major consum d’oxigen 
dissolt en el medi amb 150 g/L de glucosa sembla estar relacionat amb el major increment de 
població viable que es dóna entre les 0h i les 14h aprox. 
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Figura 16. Mitjana de l’evolució de l’oxigen dissolt (mg O₂/L) de les tres repeticions de les diferents 
concentracions inicials de glucosa: 150 ( línia blava), 200 (línia verda) i 250 (línia groga) g/L. Les 
barres d’error corresponen als valors dels errors estàndards (desviacions típiques de les mitjanes).  
 
En la Figura 17 s'observa que la cinètica  de  les cèl·lules vives obtingudes mitjançant el 
recompte en càmera Neubauer, és similar en les tres concentracions inicials de glucosa;  la 
fase log s'inicia a partir de les 2-4 hores  i arriba fins gairebé les 24-26 hores en que s'entra en 
fase estacionària. En el medi amb la concentració inicial de glucosa de 200 g/L el nombre de 
les cèl·lules vives obtingudes és superior a les altres dues concentracions al llarg de les 43,5 
hores, amb un valor de magnitud logarítmica de 4,71,  mentre que en 150 i 250 g/L de glucosa 
el nombre és bastant similar (3,25 i 3,17,respectivament).  
 
 
Figura 17. Mitjana de l’evolució de les cèl·lules vives (log cèl/mL) de les 3 repeticions de les 
diferents concentracions de glucosa inicials; 150 (línia blava), 200 (línia verda) i 250 g/L (línia 
groga). Les barres d’error corresponen als valors dels errors estàndards (desviacions típiques de les 
mitjanes).   
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En la Figura 18 s’observa la mitjana de l’evolució del nombre de cèl·lules mortes ( log cèl/mL) 
de les tres repeticions i per cada una de  les concentracions inicials de glucosa: 150, 200 i 250 
g/L al llarg de 43,5h de cinètica obtingut mesurades mitjançant càmera Neubauer.  
En la Figura 18 es  pot veure que, en  la concentració inicial de 200 g/L de glucosa, i a l’igual 
que succeïa amb el nombre de cèl·lules vives, el nombre de cèl·lules mortes inicial és més 
elevat que en les altres dues concentracions, amb un valor de magnitud logarítmica de 4,52 en 
front de valors d' aproximadament de 3 . L’evolució al llarg de les 43,5h d’estudi de les cèl·lules 
mortes en 150 g/L i 250 g/L de glucosa és més constant que en la concentració de 200 g/L.   
 
 
Figura 18. Mitjana de l’evolució de les cèl·lules mortes (log cèl/mL) de les tres repeticions de 
les diferents concentracions de glucosa inicial; 150 (línia blava), 200 (línia verda)  i 250 g/L (línia 
groga). Les barres d’error corresponen als valors dels errors estàndards ( desviacions típiques 
de les mitjanes). 
 
A la Figura 19 s’observa l’evolució del nombre de les cèl·lules en gemmació  en cada una de les 
tres concentracions de glucosa estudiades; els valors inferiors es donen en la fase lag, 
augmenten en la fase logarítmica i s’estabilitzen en la fase estacionària de creixement a 
l’entorn de dos valors, 6 - 7 unitats logarítmiques per a les concentracions de 150 g/L i 2o0 g/L 
de glucosa,  respectivament i per al voltant de 5,5 unitats logarítmiques  per a la concentració 
250 g/L de glucosa. Amb la concentració inicial de 200 g/L glucosa es poden veure valors 
inicials superiors a les altres dues concentracions estudiades, amb un valor de magnitud 
logarítmic obtingut de 4,03 en front de valors d’ aproximadament de 3,0 per a les altres dues 
concentracions de glucosa.  
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Figura 19. Mitjana de l’evolució de les cèl·lules gemmant (log cèl/mL) de les tres repeticions de les 
diferents concentracions inicials de glucosa; 150 (línia blava), 200 (línia verda) i 250 g/L (línia 
groga).Les barres d’error corresponen als valors dels errors estàndards (desviacions típiques de les 
mitjanes).   
 
En la Taula 2 es presenta la mitjana de la concentració d’etanol (%, v/v) de les repeticions i de 
les concentracions de glucosa estudiades ( 150,200 i 250 g/L) al llarg de 43,5h. Els valors dels 
errors estàndards no mostren gaire variabilitat en cap de les tres  concentracions  de glucosa  
estudiades . 
La quantificació d’etanol es va obtenir a partir de les 12 hores de fermentació, encara que les 
concentracions obtingudes són molt baixes (0,05. 0,06 %, v/v). Amb una concentració inicial 
de glucosa de 150 g/L el llevat produeix un 1,5% d’etanol consumint una concentració de 
glucosa de 42,47 g/L al llarg de tota la cinètica. En canvi amb una concentració de 200 g/L de 
glucosa S. cerevisiae va produir un 1,12% d’etanol  consumint 67,57g/L de glucosa, i , per últim, 
amb 250g/L glucosa el microorganisme va produir 1,29% d’etanol al consumir  71,37 g/L de 
glucosa.  Es pot dir que la millor relació en quant a glucosa consumida  i  etanol produït és  
l´obtinguda en el medi amb 150g/L de glucosa (Taula 2). Però en cap de les tres 
concentracions de glucosa estudiades s’aconsegueix obtenir la concentració d’etanol teòrica 
esperada. Per aconseguir-ho caldria allargar l’estudi fins a 8-10 dies com a mínim.  
Aguilar (2009)  va reportar que la glucosa es metabolitza completament quan aquesta es troba 
en concentracions ≤ 138 g/L; en canvi, quan les concentracions de glucosa són ≥ 165 g/L 
s’observa un efecte inhibidor sobre la producció d’etanol i l'efecte és més gran a mesura que la 
concentració inicial de glucosa augmenta.  
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Taula 2. Mitjana de l’evolució de la concentració d’etanol (%,v/v) de les tres repeticions de les 
diferents concentracions inicials de glucosa; 150, 200 i 250 g/L al llarg de la cinètica de creixement. 
nd: no detectat 
Temps (h) 150 g/L 
(%, v/v) 
Error 
estàndard 
200 g/L 
(%, v/v) 
Error 
estàndard 
250 g/L 
(%, v/v) 
Error 
estàndard 
0 nd nd nd  nd nd nd 
3,5 nd  nd nd  nd nd nd 
6 nd  nd nd  nd nd nd 
8 nd  nd nd  nd nd nd 
10 nd  nd nd nd  nd nd 
12 0,05 0,007 0,06 0,015 0,05 0,007 
16 0,16 0,050 0,106 0,018 0,08 0,011 
20 0,27 0,035 0,24 0,023 0,18 0,032 
24 0,45 0,038 0,34 0,097 0,42 0,041 
28 0,62 0,087 0,47 0,054 0,54 0,042 
32 1 0,081 0,57 0,050 0,88 0,046 
38 1,17 0,228 0,84 0,023 1,04 0,030 
43,5 1,5 0,251 1,12 0,068 1,29 0,142 
 
 
4.6. Model de creixement microbià 
 
Per poder comparar els efectes de les tres concentracions  inicials  de glucosa sobre la durada 
de la fase lag, la velocitat especifica de creixement i la població final  del llevat assolida, es va 
utilitzar el model de creixement de Baranyi (Baranyi & Roberts, 1994). Després de haver fet la 
transformació logaritme en base 10 de les dades originals obtingudes del recompte en placa 
es fa un ajust d’aquestes a aquest model de creixement que es troba en el paquet nlsmicrobio 
del programari estadístic R. Amb la utilització d’aquest paquet de R, per al conjunt de dades 
de cada una de les mostres, es pot aconseguir una primera representació gràfica del model de 
Baranyi amb uns valors inicials i aproximats per als seus paràmetres, el que permet iniciar el 
procés iteratiu de l’ajust, de forma que el mètode convergeix després de successives iteracions 
als valors estimats finals que verifiquen les condicions de la qualitat de l’ajust que s’hagin fixat 
(s’han utilitzat les condicions que té per defecte establertes el paquet del programari R 
utilitzat). Es poden anar previsualitzant els resultats per si s’han de canviar els valors inicials, i 
d’aquesta manera, preveure un millor resultat amb menys iteracions. A més, el programari 
utilitzat per a fer aquests ajustos ens proporciona diferents resultats relatius a l’estimació dels 
paràmetres, els seus intervals de confiança, l’anàlisi dels residuals i estadístics descriptius 
relatius a la qualitat de l’ajust assolit.  
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Figura 20. Corbes de creixement ajustades fent ús del model de Baranyi de cada una de les 
repeticions (A,B i C) de la concentració inicial de glucosa 250 g/L.  
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A tall d’exemple, es presenten algunes de les dades ajustades. En la Figura 20 es poden veure 
les tres corbes de creixement de S. cerevisiae obtingudes a partir de les tres rèpliques de la 
concentració inicial de 250 g/L glucosa. Per a cada una de les corbes, els paràmetres estimats 
que s’utilitzaran per a comparar són els que anomenem lag, velocitat específica de creixement 
(µ) i població final. 
 Es pot observar com les corbes presenten petites diferències entre elles. La durada de la fase 
lag del llevat és més llarga en les corbes A i C respecte la corba B  i com a conseqüència el 
començament de la fase exponencial es produeix  avanç, i per tant, l’evolució d’aquesta fase al 
llarg de la cinètica del llevat  es diferent amb la segona. 
En la Taula 3 es poden observar els valors obtinguts de les tres repeticions de la concentració 
de 250 g/L de glucosa inicial al fer ús del paquet estadístic R de cada un dels tres paràmetres 
tractats estadísticament. Aquests valors destaquen per la semblança entre ells, és a dir, en 
cada una de les tres repeticions s’han aconseguit valors molt similars, sobretot del paràmetre 
de la població final.  
Taula 3. Valors aconseguits per l’ajust de la corba de creixement de la concentració de 250 
g/L glucosa per el mètode de Baranyi.  
Concentració 250 
g/L 
Lag (h) µ (1/h) Població final 
(log ufc/mL) 
A 5,02311 0,41737 7,23401 
B 6,84676 0,54597 7,30172 
C 7,98046 0,45338 7,28125 
 
 
4.7. Efectes  de la concentració inicial sobre els paràmetres del model de 
creixement microbià de Baranyi  
 
Un cop realitzat l’ajust de les corbes de creixement i obtingudes les estimacions dels 
paràmetres del model, la fase lag, la velocitat de creixement màxima i la població  final per a 
les tres concentracions inicials de glucosa es podran comparar els valors obtinguts . 
Mitjançant l’ ANOVA d’un factor, portada a terme amb el programari  Minitab, coneixerem si 
existeixen o no diferències significatives entre les mitjanes dels paràmetres del model 
corresponents a cadascuna de  les concentracions inicials de glucosa. Per a tots les ANOVA 
realitzades i reportades en aquest apartat, es vàrem comprovar els requeriments que aquest 
mètode estadístic considera. 
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4.7.1. Efecte de la concentració inicial de glucosa en la fase de lag  
 
En la Figura 21 es troben representades les diferents durades de la fase lag per a cada una de 
les concentracions inicials estudiades; 150, 200 i 250 g/L glucosa. Es pot observar com la 
concentració inicial de 150 g/L de glucosa és una mica diferent enfront les altres dues 
concentracions. Per mirar si hi ha diferències significatives de les durades de la fase lag en 
funció de les concentracions de glucosa inicial procedim a fer l’ANOVA d’un factor, i el valor p 
obtingut és de 0,204, valor p no significatiu, per la qual cosa no podem concloure que 
existeixin diferències significatives en la durada de la fase lag  per a les diferents 
concentracions inicials de glucosa. Mantenim la hipòtesi nul·la del test estadístic que 
contrasta l’ANOVA, és a dir, mantenim que totes les mitjanes són iguals, ja que el nivell de 
significació escollit és de 0,05 i el p-valor obtingut és més gran que aquest. Malgrat es varen 
confirmar de forma raonables els requeriments o requisits previs de l’ANOVA, s’ha de fer nota 
que la variabilitat entre els diferents grups es notable, i que la dispersió dels valors aconseguits 
per a la concentració de 250 g/L de glucosa inicial (aproximadament 5, 6,5 i 8 indica que seria 
convenient de poder disposar en el futur de més dades (més rèpliques) per fer comparacions 
d’aquest tipus. 
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Figura 21. Representació de la durada de la fase lag (h) del llevat  en funció de la  
concentració de glucosa inicial; 150, 200 i 250 g/L. Els punts vermells corresponen a la 
mitjana de cada rèplica i els punts blaus indiquen la mitjana de les tres rèpliques de 
cada concentració inicial. 
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4.7.2. Efecte de la concentració inicial de glucosa en la velocitat específica de 
creixement 
 
Per saber si existeixen diferències significatives amb la concentració inicial de glucosa de la 
velocitat de creixement de S. cerevisiae es procedeix a fer l’ANOVA d’un factor. 
En la Figura 22 es troben representades les velocitats especifiques de creixement obtingudes 
amb l’ajust del model de Baranyi i les corresponents mitjanes per a cada una de les 
concentracions inicials de glucosa estudiades. Es pot observar com la concentració inicial de 
glucosa de 250 g/L presenta  diferències respecte a les altres dues concentracions; destacant 
la presencia de un valor extremadament gran . Segons el tractament estadístic aplicat es pot 
dir que no existeixen diferències significatives amb les concentracions inicials de glucosa 
emprades de la velocitat especifica de creixement del llevat, ja que el p-valor obtingut (0,251) 
és més gran que el nivell de significació escollit (0,05) i per tant mantenim la hipòtesis nul·la de 
no diferències significatives entre els tres nivells del factor concentració de glucosa.  
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Figura 22. Representació de la velocitat màxima de creixement del llevat (1/h) de les tres 
concentracions inicials de glucosa; 150, 200 i 250 g/L. Els punts vermells corresponen a la mitjana 
de cada rèplica i els punts blaus indiquen la mitjana de les tres rèpliques de cada concentració 
inicial.   
 
   
39 
 
4.7.3. Efecte de la concentració inicial de glucosa en  la població final de llevats 
 
Per veure si hi ha diferències significatives entre la concentració inicial de glucosa i la població 
final obtinguda  procedirem a realitzar l’ANOVA d’un factor . 
En la Figura 23 es troben representades les dades de cada una de les rèpliques i les mitjanes 
corresponents a les concentracions inicials de glucosa. Es pot observar com no es veuen grans 
diferències entre elles, ja que les mitjanes són bastant similars, i els valors individuals tampoc 
no son molt diferents, aproximadament, el major valor és 7,30 i el menor valor es 7,10 .  
250200150
7,30
7,25
7,20
7,15
7,10
Concentració inicial de glucosa (g/L)
P
o
b
la
ci
ó
 f
in
al
 (l
o
g
 u
fc
/m
L
)
 
Figura 23. Representació de la població final (log ufc/mL) del llevat de cada una de les 
concentracions inicials de glucosa; 150, 200 i 250 g/L. Els punts vermells corresponen a la 
mitjana de cada rèplica i els punts blaus indiquen la mitjana de les 3 rèpliques de cada 
concentració inicial.  
 
Un mètode estadístic per comprovar si existeixen diferències significatives entre la població 
final obtinguda amb les diferents concentracions inicials és mitjançant el p-valor. En aquest 
cas el p-valor que s’ha obtingut al fer l’ANOVA d’un factor ha estat de 0,147. Amb això es pot 
concloure que no existeixen diferències significatives entre les mitjanes de la població final i la 
concentració inicial de glucosa, és a dir, es pot afirmar que les mitjanes són iguals, ja que el p-
valor resultant és més gran que el nivell de significació escollit (0,05). Malgrat aquest resultat 
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si que es pot observar una tendència creixent de població final amb la concentració inicial de 
glucosa.  
Per tant, amb els resultats obtinguts, es pot afirmar que la soca S. cerevisae  DV10 en les 
condicions de creixement de l'estudi, no veu afectat el seu creixement en les concentracions 
de glucosa estudiades i que són les més freqüents en el most de raïm de les zones temperades 
(Mas et al, 2013). El comportament de creixement similar que presenta S. cerevisae DV10 en 
medis amb 150,200 o 250g/L de glucosa, fa que sigui una soca apte per utilitzar com a estàrter 
en un ampli ventall de mosts independentment de la concentració de glucosa (dins el rang 
estudiat). De tota manera, seria recomanable poder disposar de més rèpliques, i per tant d’un 
major nombre de dades, per a assegurar els resultats obtinguts i discutits en aquest treball. 
S'han realitzat únicament tres rèpliques que són les que es podien assumir per qüestions 
d’organització temporal i logística en el laboratori considerant el temps que es requereix en 
realitzar totes les analítiques plantejades en l’estudi. Incrementar el nombre de rèpliques a 4 o 
5 permetria refermar els resultats preliminars obtinguts en aquest treball. Al mateix temps, la 
possibilitat de fer una estimació dels paràmetres de la cinètica de creixement utilitzant altres 
models matemàtics de creixement microbià (a més a més del model de Baranyi utilitzat en 
aquest treball) permetria poder comparar les estimacions puntuals assolides en cada un dels 
models dels paràmetres estudiats (durada de la fase d’adaptació, velocitat específica de 
creixement, i nombre final de cèl·lules aconseguides). 
Com a proposta de futur per avançar en aquesta línea de recerca, seria interessant allargar 
l’estudi fins a 7-10 dies i així, poder estudiar la totalitat del procés de fermentació; aconseguint 
determinar l'esgotament de la glucosa i la producció d’etanol en funció de la glucosa 
fermentada.    
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5. CONCLUSIONS  
 
 El medi més adequat per preparar el precultiu és el que conté  200 g/L de glucosa ja 
que  permet obtenir un major nombre de cèl·lules vives i de cèl·lules vives gemmant.  
 
 La influència de les concentracions inicials de glucosa durant la cinètica de creixement 
de Saccharomyces cerevisiae no ha afectat de manera important al comportament del 
llevat en quant a l’evolució de  cèl·lules vives, cèl·lules mortes i cèl·lules en gemmació. 
 
 L’evolució temporal de cèl·lules gemmant és  similar  al de les cèl·lules viables  
diferenciant-se les tres fases de creixement (fases lag, log i estacionària), mentre que 
en  l'evolució de les cèl·lules mortes  el recompte es manté constant i només 
augmenta en la fase estacionària. 
 
 La disminució  de l'oxigen dissolt  en el medi  és més lenta en  l'assaig  amb la 
concentració de glucosa més elevada i més ràpida a menor concentració de glucosa. 
En les tres concentracions de glucosa estudiades, l'esgotament  de l'oxigen dissolt es 
dóna quan el nombre de cèl·lules viables  es troba al voltant de 107 ufc/mL. 
 
 Malgrat s’han vist algunes diferències en el consum de glucosa i la formació de 
l’etanol en les tres concentracions de glucosa inicials estudiades, 150, 200 i 250 g/L, 
per als tres paràmetres característics de la corba de creixement com són la durada de 
la fase lag , la velocitat especifica de creixement i la població final de llevat obtinguda, 
l’estudi estadístic realitzat no ha mostrat diferències significatives al 5% , i per tant, 
no es pot concloure que la concentració inicial de glucosa en aquestes condicions de 
l’experiment hagi estat un factor significatiu per a la cinètica del llevat.  
 
 El comportament de creixement similar que presenta S. cerevisae DV10 en medis amb 
150,200 o 250g/L de glucosa, fa que sigui una soca apte per utilitzar com a estàrter en 
un ampli ventall de mosts independentment de la concentració de glucosa (dins el 
rang estudiat). 
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7. ANNEX 
 
 
7.1.  Corbes de creixement microbià ajustades 
 
- Concentració inicial 150 g/L glucosa 
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Figura 24. Corbes de creixement ajustades de les tres rèpliques (A, B i C) de la concentració inicial 
de 150 g/L glucosa per el model de Baranyi. 
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- Concentració inicial 200 g/L glucosa 
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Figura 25. Corbes de creixement ajustades de les tres rèpliques (A, B i C) de la concentració inicial 
de 200 g/L de glucosa per el model de Baranyi.  
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- Concentració inicial 250 g/L glucosa 
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Figura 26. Corbes de creixement ajustades de les tres rèpliques (A, B i C) de la concentració inicial 
de 250 g/L de glucosa per el model de Baranyi.  
